(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES 
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 



(19) Weltorganisatioo fQr geistiges Eigentum 
Internationales Btiro 



(43) Internationales Ver6freotlicbungsdatum (10) Internationale Verdfrentlichungsnummer 

30. Mai 2002 (30.05.2002) pCT WO 02/42484 A2 

(51) IntematioDale Patentklassifikation^: C12P 19/04. [DE/DE]; Kemeisirasse 8, 67550 Wonns (DE). MUNIR, 

C08B 37/06, A23L 1/0524, A61K 31/715 Mohammad [DE/DE]; Am Kinderbach 1, 67271 Kinden- 

heim (DE). VOGEL, Manfred PE^E]; Am H511pfad 1, 

(21) InterDationales Akteozeichen: PCT/EPOl/13508 67271 Neuleiningen (DE). 

(22) laternationales Anmeldedatum: (74) AowSlte: SCHRELL, Andreas asw.; Maybachstrasse 

21 . November 2001 (2 1 . 1 1 .2001) 6 A, 70469 Simtgart (DE). 

(25) Einreichungssprache: Deutsch (81) Bestimmungsstaaten (na/iona^^: AU,CA,IL,JRKR, US. 

(26) VerdfreDtlichuDgssprache: Deutsch (84) Bestimmungsstaaten europaisches Patent (AT, 

BE, CH, CY, DE, DK, ES. FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, 
(30) Aagaben zur Prioritat: NL> PT, SE. TR). 

100 57 976,0 22. November 2000 (22.11:2000) DE 

Verdflentlicbt: 

(71) An m elder (fur alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme — ohne intemaiionalen Recherche nbericht und erneut zu 
von US): SOOZUCKER AKTIENGESELLSCHAFT yerdffentlichen nach Erhalt des Berichts 
MANNHEIM/OCHSENFURT [DE/DE); Maximil- 

ianstrassc 10. 68165 Mannheim (DE). Zur Erklarung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen 

Abkurzungen wird auf die Erkldrungen (^GwiViowce Notes on 

(72) Erfinder; und Codes and Abbreviations'*) am Arfangjeder reguldren Ausgabe 
(75) Erfinder/Anmelder (nur Jur US): KUNZ, Markwart der PCT-Gazette verwiesen. 



^ (54) Title: METHOD FOR PRODUCING PECTIN HYDROLYSIS PRODUCTS 
00 

<S| (54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON PEKTINHYDROLYSEPRODUKTEN 

(57) Abstract: The invention relates to a method for producing pectin hydrolysis products, pectin hydrolysis products which have 
been thus produced, and the use thereof. 

O 

^ (57) Zusammenfassuog: Die vorlicgcndc Erfindung bctrifft Vcrfahrcn zur Hcrstcllung von Pcktinhydrolyscproduktcn, die so her- 
^ gestellten Pektinhydrolyseprodukte sowie Venvendungen derselben. 



wo 02/42484 



PCT/EPOl/13508 



-1- 



Verfahren znr Herstellunq von Pektinhydrolysepro- 
dukten 



5 Beschrexbung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstel- 
lung von Pektinhydrolysaten, insbesondere eines 
pharmazeutischen oder diStetischen PrSparats zur 
Verminderung und/oder Verhinderung der Adhasion pa- 

10 thogener Substanzen und Organismen an eukaryonti- 
sche Zellen, insbesondere saugerzellen, oder zur 
Heiranung von.. Galectin 3-vermittelten Zell-Zell- 
und/oder Zell-Matrix-Wechselwirkungen, die zur Ent- 
wicklung von Tumorerkrankungen fuhren, Verfahren 

15 zur Blockierung der Anlagerung pathogener Substan- 
zen Oder Organismen an eukaryontische Zellen, Ver- 
fahren zur Heimaung Galectin-3 vermittelter Zell- 
Zell- und/oder Zell-Matrix-Wechselwirkungen, sowie 
die mitt-els dieser Verfahren hergestellten Pektin- 

20 hydrolysate und PrSparate. 

Pathogene Organismen aber auch zellschadigende Sub- 
stanzen mUssen sich erst an der Oberflache der 
Zielzelle anheften, um eine Infektion beziehungs- 
weise Sch^digung der angegrif f enen Zelle hervorru- 
• 25 fen zu k5nnen. Diese Anheftung oder Adhasion " wird 
zum Beispiel durch eine Ligand-Rezeptor-Beziehung, 
wobei Glykostrukturen eine wichtige Rolle spielen, 
vermittelt. Werden diese Glykostrukturen auf der 
Zielzellen-Oberf lache oder am Liganden blockiert, 
30 kann eine Infektion verhindert werden. 
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Glykostrukturen spielen auch eine wichtige Rolle 
bei der Tumorbildung und Metastasenbildung (Liotta 
et al., Annu. Rev. Cell Biol., 55 (1986), 1037- 
1057) . Die Bildung von Tumoren umfasst zellulSre 
5 Interaktionen,- die durch Zelloberf lachenbestandtei- 
le, insbesondere Kohlenhydrat-bindende Proteins 
vermittelt warden. So wird die Adhasion von Tumor- 
zellen durch zellulSre Adhasionsmclektlle vermit- 
telt. Auch viele Stufen der Metastasenbildung urn- 

10 fassen Zell-Zell-Wechselwirkungen beziehungsweise 
Wechselwirkungen zwischen Zellen und der extrazel- 
lularen Matrix (ECM) , die durch Zelloberf lachenbe- 
standteile vermittelt werden. Die extrazellulare 
Matrix (ECM) besteht hauptsachlich aus Laminin, 

15 Fibronectin und Proteoglykanen, von denen sehr vie- 
le glykosyliert sind und deren * Oligosaccharid- 
Seitenketten Erkenniings -Determinant en far zellulare 
Adhasionsmolektile bieten. Laminin ist ein N- 
verbundenes Glycoprotein, das Poly-N- 

20 Acetyllactosamin-Sequenzen aufweist. Die Absiede- 
lung von Metastasen erfolgt, wenn zirkulierende Ag- 
glomerate von Tumorzellen, Thrombozyten und Lympho- 
zyten in Kapillaren uber Adhasionsmolekule Kontakt 
z\am Endothel aufnehmen. Diese Kontaktauf nahme lie- 

25 fert das Signal zur Offnung der endothelialen Zell- 
Funktionen. Dadurch kGnnen die . Tumorzellen Ober 
weitere Adhasionsmolekule an Rezeptoren auf der Ba- 
salmembran binden. Nach Zerst5rung der. Basalmeinbran 
erhalten die Tumorzellen direkten Zugang zum Stoma, ■ 

30 wobei wiederum .wie bei der primaren Tumorinvasion 
Interaktionen zwischen Laminin und Fibronektin und 
den entsprechenden Rezeptoren erfolgen. 
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Wichtige Vertreter der Kohlenhydrat-bindenden Pro- 
teine sind die Galactosid-bindenden Lektine Galec- 
tin-1 und Galectin-3 (Raz und Lotan, Cancer Me- 
tastasis Rev. 6 (1987)^ 433; Gabius, Biochim. Bi~ 
5 ophys. Acta, 1071 (1991), 1). Von Galectin 3 ist 
bekannt, dass es die embolische Tumorversprengung 
im Blutkreislauf f5rdert und die Metastasenbildung 
erhaht. Galectin-3 wird auf der Zelloberf lache vie- 
ler Tumorzellen exprimiert, wobei sich die Galec- 

10 tin-3-Expression mit f ortschreitender Tumorentwick- 
lung erhoht. Galectin-3 wird ebenfalls von akti- 
vierten Makrophagen und onkogen transf ormierten 
Zellen beziehungsweise Metastasenzellen exprimiert. 
Galectin-3 besitzt hohe Affinitat zu Oligosacchari- 

15 den, die Polylactosamine umfassen, wobei Galectin-3 
insbesondere an zwei Glycoproteine bindet, die in 
mehreren Zelltypen, beispielsweise menschlichen 
Dickdarmkarzinom-Zellen und menschlichen Mammakar- 
zinom-Zellen vorkommen, Ein anderer Ligand fiir Ga- 

20 lectin 3 ist beispielsweise Laminin, Galectin 3, 
das auch auf der Oberflache von Endothelzellen 
exprimiert wird, ist ebenfalls an der Adhasion von 
Tumorzellen an Endothelzellen beteiligt. 

Die US 5,834,442 be'schreibt Verf ahren zur Behand- 
25 lung von Krebserkrankungen in Saugetieren, insbe- 
sondere zur Behandlung von Prostatakarzinomen, wo- 
bei die Behandlung von Krebserkrankungen ein- 
schlieBlich der Hemmung. von Metastasenbildung durch 
. orale Verabfeichung von modif iziertem Pektin, vor- 
30 zugsweise wasserloslichem pH-modif iziertem 

Citruspektin erfolgt. Zur Herstellung von pH- 
modifiziertem Pektin wird eine Pektinlosung durch 
Erhohung des pH-Wertes aut 10,0 und danach Absenken 
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des pH-Wertes auf 3,0 depolymerisiert . Das modifi- 
zierte Pektin besitzt ein Molekulargewicht von etwa 
1 bis 15 kd. Ratten, denen modif iziertes Citruspek- 
tin im Trinkwasser verabreicht wurden, zeigten im 
5 Vergleich zu unbehandelten Kontrollgruppen eine 
signifikant verringerte Bildung von Lungenmetasta- 
sen. In vitro^Experimenten zeigten^ dass die Adha- 
sion von Galectin-3 exprimierenden MLL- 
Endothelzellen an Aorta-Endothelzellen der Ratte 

10 (RAEC) in Gegenwart von modif iziertem Citruspektin 
fast vollstandig inhibiert wurde. In weiteren Expe- 
rimenten wurde die Wirkung von pH-modif iziertem 
Citruspektin auf die Koloniebildung von MLL- 
Endothelzellen untersucht. Die Fahigkeit von Zellen 

15 zum Wachstum in halbfestem Medium (Anchorage- 
Unabhangigkeit) kann als Kriterium fur die Zell- 
transf ormation und das Invasionspotential von Zel- 
len verwendet werden, da das Zell-Wachstum in einem 
halbfesten Mediiam die Migration der Zellen und die 

20 Bildung von Kolonien erfordert, Dabei stellte sich 
heraus, dass ifnodif iziertes Citruspektin sowohl die 
Anzahl der gebildeten MLL-Kolonien als auch deren 
Grofie signifikant reduzieren konnte. Modif iziertes 
Citruspektin scheint dabei eher eine cytostatische 

25 Wirkung auszutiben als eine cytotoxische Wirkung. 
Auch die Wirkung von modif iziertem Citruspektin auf 
Zell-Zell-Wechselwirkungen und Zell-Matrix- 

Wechselwirkungen, die auf Kohlenhydrat-vermittelten 
Mechanismen, • insbesondere Galectin-3-vermittelten 

30 Interaktionen, beruhen, wurde untersucht. Dabei 
zeigt es sich, dass modif iziertes Citruspektin im 
Gegensatz zu nicht -modif iziertem Citruspektin die 
Adhasion von Bie-Fl-Melanomzellen an Laminin inhi- 
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bierte. Von Laminin ist bekannt, dass es als Ligand 
fur losliches Galektin-3 dient. 

Aus der EP 0 716 605 Bl ist bekannt, dass durch ei- 
ne besonders hergestellte Karottensuppe, Blasentee, - 
5 Kokosmilch etc., die Adharenz pathogener Keime, wie 
etwa E. coli, an Zellen^ insbesondere an Epithel- 
zellen des Gastrointestinal- und Urogenitaltrakts 
wesentlich (das heifit bis zu 90 %) reduziert werden 
kann. Nach dieser Druckschrift ist diese Wirkung 

10 auf die in den Pf lanzenprodukten vorhandenen Pekti- 
ne zuruckzufuhren, bei denen es sich im Wesentli- 
Chen urn Ketten von 1, 4-a-glycosidisch verbundenen 
Galakturoniden handelt, der en Sauregruppen zu 20 
bis 80 % mit Methanol verestert sind, und die neben 

15 GalakturonsSure gegebenenf alls noch andere Zucker- 
bausteine, zum Beispiel Glucose, Galactose, Xylose 
und Arabinose enthalten konnen. Aus der Druck- 
schrift kann man weiter entnehmen, dass Monogalak- 
turonsaure keine Blockierung der Adhasion zeigt, 

20 wahrend mit Digalakturonid und Trigalakturonid eine 
Blockierung zu 91,7 % beziehungsweise 84,6 % fest- 
zustellen ist. In dieser Druckschrift wird eindeu- 
tig f estgestellt, dass die monomere Galakturonsaure 
keine Blockierung der Adhasion aufweist und die er- 

25 wunschte Blockierungswirkung mit zunehmendem Mble- 
kulargewicht der Galakturonide abnimmt. Daraus er- 
gibt sich, dass der Polymerisationsgrad der er- 
wUnschten Galakturonide bei. DP 2 beziehungsweise 3 
liegt. AuBerdem wird gefordert, dass der Vereste- 

30 rungsgrad <2% betragt. Die nach der dort beschrie- " 
benen Methode hergestellten Pektinhydrolyseprodukte 
enthalten jedoch nur sehr niedrige Anteile an den 
als .wirksam* bezeichneten Di- und Trigalakturoniden 
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(ca. 12% bezogen auf den Rohstoff ) . Diese Herstell- 
methode verschwendet Ressourcen und fiihrt zu Urn- 
weltproblemen^ da die in hohen Anteilen anfallenden 
nicht brauchbaren Nebenprodukte entsorgt warden 
5 mUssen. 

Das der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende 
technische Problem besteht darin, weitere Verfahren 
\ind Mittel zur Bekampfung von Infektionen und zur 
Verminderung und/oder Verhinderung der Adhasion von 

10 schSdlichen, insbesondere pathogenen, Substanzen 
und Organismen an eukaryontische Zellen, insbeson- 
dere Saugerzellen, sowie zur Blockierung von Wech- 
selwirkungen zwischen Saugerzellen, insbesondere 
Tumorzellen, die durch auf der Zelloberf lache be- 

15 flndliche Kohlenhydrat-bindende Galectin 3-Molekaie 
vermittelt werden und fUr die Entwicklung von ins- 
besondere Tumorerkrankungen verantwortlich sind, 
und zur Behandlung von Tumorerkrankungen, insbeson- 
dere zur Verhinderung von Metastasenbildungen, bei 

20 Saugern bereitzustellen. 

Dieses technische Problem wird durch die erfin- 
dungsgemSB vorgesehenen Verfahren zur Herstellung 
von Pektinhydrolyseprodukten gelost, die zur Her- 
stellung von Oligogalakturoniden mit einem m5g- 

25 lichst geringen Anteil an Monomeren, einem hohen 
Anteil von Molekulen mit jeweils zumindest einer 
Doppelbindung sowie mit einem Veresterungsgrad von 
>20% f tihren und die ' mit einer wesentlich hoheren 
Ausbeute als im Stand ' der Technik beschrieben 

30 durchgefahrt werden konnen. 
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Das Problem wird insbesondere dadurch gelOst, dass 
man eine wSssrige Losung oder Suspension eines Pek- 
tins Oder pektinhaltigen, insbesondere pflanzli- 
Chen, Materials, vorzugsweise eines Pektins mit ei- 
5 nem hohen Veresterungsgrad, in eineiu ersten Verfah- 
rensschritt mit einem ersten pektinhydrolysierenden 
Enzym A und dann in einem zweiten Verf ahrensschritt 
mit einem zweiten pektinhydrolysierenden Enzym B 
behandelt. Man erhSlt ein vorstehend definiertes 

10 Pektinhydrolyseprodukt, welches hervorragende Ei- 
genschaften als Mittel zur Verminderung oder Ver- 
hinderung der Adhasion fur die Lebens- und/oder 
Vermehrungsfunktionen von Zellen schadlicher, zum 
Beispiel pathogener, allergener, infektioser oder 

15 toxischer,. Substanzen oder Organismen, zum Beispiel 
Mikroorganismen wie Hefen, Pilze, Keime, Bakterien, 
Viren, Sporen, Viroide, Prionen aufweist. 

Bei dem verwendeten Enzym A kann es sich zum Bei- 
spiel urn eine Pektinlyase (EC 4.2-2.10) oder eine 
20 Endopolygalakturonase (EC 3.2.1.15), bevorzugt je- 
doch um eine Pektinlyase handeln. Bei dem verwende- 
ten Enzym B kann es sich um eine Endopolygalakturo- 
nase Oder eine Pektinlyase, bevorzugt jedoch um ei- 
ne Endopolygalakturonase handeln. 

25 Erf indungsgemafi wurde tiberraschenderweise festge- 
stellt, dass Galakturonide, die Doppelbindungen im 
Molekul tragen bei der Blockierung der Adhasion von 
zum Beispiel pathogenen Keimen und zellschadigenden 
Substanzen an Epithelzellen des Gastrointestinal- 

30 und Urogenitaltraktes besonders wirksam sind. Au- 
fierdem ist ftir eine besonders effiziente Verhinde- 
rung. und/oder Verminderung, zum Beispiel Blockie-; 
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rung, ein hoherer Veresterungsgrad, insbesondere 
>20, vorzugsweise >30, >40, >50, besonders bevor-- 
zugt ^60, >65, ^70 oder >71% erf orderlich . Die im 
Stand der Technik beschriebene Arbeitsweise ftlhrt 
5 jedoch nur zu Galakturoniden, die keine Doppelbin- 
dungen aufweisen und praktisch vollstandig ante- 
start sind. 

Unter dem Begriff Veresterungsgrad wird im Zusam- 
menhang mit der vorliegenden Erfindung der Anteil 
10 der grundsatzlich fur eine Veresterung zur Verfu-- 
gung stehenden Sauregruppen eines Galakturonids 
varstanden, der mit einem Alkohol, insbesondere Me- 
thanol varestert ist. 

Im Zusammanhang mit der vorliegenden Erfindung wer- 
15 den unter ungesattigten Galakturonsauremolektile 
insbesondere 4 , 5-ungesattigte Galakturonsauremole- 
ktile verstanden. 

In einer Ausf tihrungsf orm der Erfindung ist es vor- 
gesehen, nach der Behandlung mit dem Enzym B eine 
20 Behandlung mit einem weiteren, dritten Enzym C an- 
zuschlieiien. Bei dem hierbei verwendeten Enzym C 
kann es sich um eine Pektinesterase (EC 3.1.1.11) 
handeln. Damit kann der Veresterungsgrad der Pro- 
dukte besonders gezielt eingestellt werden. 

25 In einer weiteren AusfUhrungsform der Erfindung ist 
es vorgesehen, dass nach erfolgter erf indungsgema- 
fier enzymatischer Behandlung die verbliebenen unge- 
losten Bestandteile aus der Losung durch Zentrifu- 
. gation und/oder Ultrafiltration abgetrennt werden. 
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In einer weiteren Ausf lihrungsf orm ist es vorgese- 
hen, dass die nach erfolgter erf indungsgemaJJer En- 
zymbehandlung und Klarung durch Zentrif ugation be- 
ziehungsweise Ultrafiltration erhaltene Losung 
5 durch eine der an sich bekannten Methoden in tro- 
ckene Form, zvia Beispiel in gemahlene, kCrnige, 
granulierte oder Pulverform iiberfuhrt wird. 

Die nach der erf indungsgemMfien enzymatischen Be- 
handlung erhaltene Losung oder das daraus gewonnene 

10 trockene Produkt zeigen sehr gute Wirkung im Hin- 
blick auf die Blockierung der Adhasion von zutn Bei- 
spiel pathogenen Keimen und zellschSdigenden Sub- 
stanzen an zum Beispiel Epithelzellen des Gastroin- 
testinal- • und Urogenitaltraktes bei Mensch und 

15 Tier. Sie k5nnen deshalb zum Beispiel in Tierf utter 
zum Beispiel zur Verhinderung von Durchf allerkran- 
kungen bei der Ferkelauf zucht eingesetzt werden. 

Die erf indungsgemafi eingesetzte Losung oder Suspen- 
sion des Pektins beziehungsweise des pektinhalti- 
20 gen, vorzugsweise pf lanzlichen. Materials weist ei- 
nen pH-Wert in einem Bereich von 3,5 bis 5,5 
odeir/und in einer weiteren bevorzugten Ausftihrungs- 
form eine Konzentration des Pektins von 3 % bis 
25 % auf. 

25 Die Behandlungen mit den Enzymen A, B und gegebe- 
nenfalls C finden bei einem pH-Wert von 3,5 bis 5,5 
liber eine Dauer von 2 Stunden bis 2 4 Stunden bei 
einer Temperatur von 25*C bis 60**C und einer .Kon- 
zentration des Enzyms A,' B gegebenenf alls C von 10 

30 bis 30 ml/kg Pektin statt. 
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In einer weiteren bevorzugten Ausf tihrungsf orm ist 
vorgesehen, dass der Anteil der Galakturonide am 
Pektinhydrolysat (Gew.-% in Bezug auf Trockensub- 
stanz) mindestens 60, >70, >75, >80 oder besonders 
5 bevorzugt mindestens 85 Gew,-% betrfigt. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf tihrungsf orm ist 
vorgesehen, dass in dem Pektinhydrolysat der Anteil 
von Kohlenhydraten mit einem DP-1 (Monomere) an den 
Gesamtkohlenhydraten des Pektinhydrolysats <2 5, 
10 <20r <10, <8, <5, besonders bevorzugt <4 Gew.r-% 
(bezogen auf Trockensubstanz) ist. 

In einer weiteren bevorzugten Ausftihrungsf orm ist 
vorgesehen, dass der Anteil der Kohlenhydrate, ins- 
besondere Galakturonide mit einem Polymerisations- 
15 grad DP >10 bezogen auf den Gesamtkohlenhydratge- 
halt des Pektinhydrolysats weniger als 10, <8, be- 
sonders bevorzugt <5 Gew.-% (bezogen auf Trocken- 
substanz) betrSgt. 



20 



In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm ist 
vorgesehen, dass der Anteil der ungesSttigten Ga- 
lakturonide am Gesamtgehalt der Galakturonide im 
Pektinhydrolysat mindestens 10, vorzugsweise >15, 
>20f >25, >30, insbesondere 36,5 Gew.-% bis 46 
Gew.-% (bezogen auf Trockensubstanz) betragt, 

25 Die erfindungsgemaiJ hergestellten Pektinhydrolysate 
weisen in bevorzugter Ausfuhrung einen Anteil von 
mindestens 60, ^70, ^75, ^80 oder besonders bevor- 
zugt mindestens 85 % (auf Trockensubstanz) an Koh- 
lenhydraten, insbesondere Galakturoniden mit einen 
Polymerisationsgrad von 2 bis 10,. bevorzugt von 3 



30 
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bis 8, besonders bevorzugt 4,5 auf (Gew.-% Trocken- 
substanz, bezogen auf Gesamtkohlenhydratgehalt des 
Pektinhydrolysats) . 

Das eingesetzte Pektin ist in besonders bevorzugter 
5 AusfUhrungsform Citruspektin, Apfelpektin oder Zu- 
ckerrUbenpektin . 

Das eingesetzte pektinhaltige Material, insbesonde- 
re pflanzliche pektinhaltige Material, ist in be- 
vorzugter Ausfuhrungsf orm Apf eltrester, ZuckerrU- 
benschnitzel oder Citrus-Pellets, also getrocknete 
Riickstande, zum Beispiel aus der Orangensaf t-, Zit- 
ronensaft- und/oder Limonensaf t-Herstellung, 

Die erf indungsgemaB hergestellten Pektinhydrolysa- 
te, also Pektinhydrolyseprodukte, eignen sich in 
hervorragender Weise als pharmazeutisches bezie- 
hungsweise diatetisches Praparat zur BekSmpfung von 
Inf ektionskrankheiten oder/und zur Bekampfung der 
Anlagerung von schSdlichen Substanzen und/oder Or- 
ganismen an SSugerzellen, insbesondere menschliche 
Zellen. 

Die erfindungsgemaB hergestellten Pektinhydrolysate 
eignen sich ebenfalls hervorragend als pharmazeuti- 
sches Praparat zur Heinmung von Zell-Zell- 
Wechselwirkungen und/oder Wechselwirkungen zwischen 
Zellen und der. extrazellulSren Matrix bei einem 
Menschen oder einem SSugetier, insbesondere solchen 
Wechselwirkungen, die durch auf der Zelloberf lache 
befindliche Galectin 3-Molekule vermittelt werden. 
Die erf indungsgemaUen Pektinhydrolyseprodukte sind 
daher insbesondere zur Hemmung von Zell-Zell- 



15 
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und/oder Zell-Matrix-Wechselwirkungen geeignet, an 
denen Tumorzellen beteiligt sind und die daher fiir 
die Entwicklung von Erkrankungen, insbesondere Tu- 
morerkrankungen bei einem Menschen oder einem sau- 
5 getier verantwortlich sind. Die erf indungsgemaJien 
Pektinhydrolysate sind daher auch als pharmazeuti- 
sches PrSparat zur Behandlung von Tumorerkrankun- 
gen, Insbesondere zur Reduzierung des Tumorwachs- 
tums und/oder zur Reduzierung der Metastasenbildung 
10 bei Krebserkrankungen, geeignet, da sie die Galec- 
tin-3-verinittelte TumorzelladhSsion und/oder das 
Invasionspotential der Tumorzellen verhindern. 

Die Erfindung betrifft daher auch die erfindungsge- 
maiJ erhaltenen Pektinhydrolysate, also Pektinhydro- 
15. lyseprodukte, enthaltende pharmazeutische PrSparate 
und diatetische Praparate, die beispielsweise als 
Lebensmittel oder Genussmittel ausgeftihrt sein k5n- 
nen, zum Beispiel Milchprodukte, Joghurt, Cerea- 
lien, Backwaren etc. . 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung der vor- 
genannten Pektinhydrolyseprodukte zur Herstellung 
von Arzneimitteln zur Verhinderung der Anlagerung 
Oder Adhasion von schadlichen Substanzen und/oder 
Organismen an SSugerzellen, insbesondere menschli- 
che Zellen, insbesondere zur BekSmpfung, das heiBt 
Prophylaxe und Therapie, .von Inf ektionskrankheiten, 
Vergiftungen, Allergien etc.. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung der vor- 
genannten Pektinhydrolyseprodukte zur Verhinderung 
30 der Anlagerung oder AdhSsion von schadlichen Sub- 
stanzen und/oder. Organismen an Saugerzellen, insbe- 



20 



25 
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sondere menschlichen Zellen^ insbesondere zur Be- 
kampfung von Inf ektionskrankheiten, Vergif tungen, 
Allergien etc.. 

Die erfindungsgemafi bekSmpften Infektionen konnen 
5 insbesondere Infektionen des Blutsystems, der Atem- 
wege, des Urogenitaltraktes, des Nasen-Rachenraiimes 
Oder des Gastrointestinaltraktes sein. . 

Ein weiteres Einsatzgebiet ist in der Humanernah- 
rung, wo sie zum Beispiel bei der Verhinderung von 
10 Durchf allerkrankungen bei Sauglingen aber auch Er- 
wachsenen helfen. 

Die Erf indung betrif ft auch die Verwendung der vor- 
genannten Pektinhydrolyseprodukte zur Hemmung von 
Zell-Zell-Wechselwirkungen und/oder Wechselwirkun- 

15 gen zwischen Zellen und der extrazellulSiren Matrix, 
insbesondere solcher Wechselwirkungen, die durch 
auf der Zell-Oberf ISche befindliche Kohlenhydrat- 
bindende Galectin 3-Molekule vermittelt werden und 
die ftir die Entwicklung humaner Oder saugetier- 

20 Erkrankungen, insbesondere Tumorerkrankungen, ver- 
antwortlich sind. Bei diesen Erkrankungen handelt 
es sich insbesondere urn Prostata-Karzinome, Nieren- 
Karzinome, Kaposi-Sarkom, Verlauf sf ormen der chro- 
nischen Leukamie, Mamma karzinome, Mamma- 

25 Adenokarzinome, Sarkome, Ovarialkarzinome, Rektum- 
karzinome, Rachenkarzinome, Melanome, Diinndarm- 
Tumore, Dickdarm-Karzinome, Blasentumore, Mastozy- 
tome^ Lungenkarzinome, Bronchialkarzinome, Rachen- 
Plattenepithelkarzinome, Gastrointestinalkarzinome' 

30 und Magenkarzinome. Die erf indungsgemalien Pektin- 
hydrolyseprodukte konnen insbesondere zur Reduzie- 
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rung des Invasionspotentials metastasierender Tu- 
morzellen und/oder zur Hemmung der Adhasion von Tu~ 
morzellen verwendet werden. Vorzugsweise werden die 
erfindungsgemSB hergestellten Pektinhydrolysepro- 
5 dukte oral verabreicht. 

Eine weitere bevorzugte Ausf Uhrungsf orm der Er fin- 
dung betrifft die Verwendung der erf indungsgem^Ben 
Pektinhydrolyseprodukte zur Behandlung von Timorer- 
krankungen eines Menschen oder eines Saugetiers. 

10 Die erfindungsgemalben Pektinhydrolysate lassen sich 
vorzugsweise zur Behandlung solcher Tumore einset- 
zen, die auf Zell-Zell-Wechselwirkungen und/oder 
Wechselwirkungen zwischen Zellen und der extrazel- 
luiaren Matrix beruhen, insbesondere solchen Wech- 

15 selwirkungen, die durch auf der Zelloberf iSche be- 
f indliche Kohlenhydrat-bindende Galectin-3-Molektile 
vermittelt werden. Unter Verwendung der erfindungs- 
gemaiien Pektinhydrolysate konnen daher vorzugsweise 
Pros tat a-Karzinome, Nieren-Karzinome, Kaposi- 

20 Sarkom, Verlauf sf ormen der chronischen Leukamie^ 
. Manuuakarzinome, Mamma -Adenokarzinome, Sarkome, Ova- 
rialkarzinome, Rektximkarzinome^ Rachenkarzinome, 
Melanome, Dunndarm-Tumore, Dickdarm-Karzinome, Bla- 
sentumore, Mastozytome, Lungenkarzinoitie, Bronchial- 

25 karzinome, Rachen-Plattenepithelkarzinome, Gastro- 
intestinalkarzinome und Magenkarzinome behandelt 
werden. Die Verwendung der erf indungsgemSfien Pek- 
tinhydrolysate zur T\imorbehandlung zielt insbeson- 
dere auf die Hemmung der Adhasion von Tumorzellen 

30 und/oder die Verminderung des Invasionspotentials 
metastasierender Tumorzellen ab. 
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Die Erfindung betrifft ebenfalls die Verwendung der 
vorgenannten Pektinhydrolyseprodukte zur Herstel- 
lung eines pharmazeutischen PrSparates zur Hemmung 
von Zell-Zell-Wechselwirkungen und/oder Wechselwir- 
5 kungen zwischen Zellen und der extrazellularen Mat- 
rix, insbesondere solcher Wechselwirkungen, die 
durch auf der Zell-Oberf lache befindliche Kohlen- 
hydrat-bindende Galectin 3-MolekUle vermittelt war- 
den und die fiir die Entwicklung h\anianer oder SSuge- 

10 tier-Erkrankungen, insbesondere der vorstehend be- 
schriebenen Tiimorerkrankungen, verantwortlich sind. 
Das pharmazeutische Prciparat zur Heitanung von Zell- 
Zell-Wechselwirkungen und/oder Wechselwirkungen 
zwischen Zellen und der extrazellularen Matrix wird 

15 vorzugsweise oral verabreicht. 

Eine weitere bevorzugte Ausftihrungsf orm der Erfin- 
dung betrifft daher auch die Verwendung der erfin- 
dungsgemSfien Pektinhydrolyseprodukte zur Herstel- 
lung eines pharmazeutischen Praparates, "das zur Be- 
handlung der vorstehend beschriebenen Tumorerkran- 
kungen verwendet werden kann, also zur Behandlung 
von T\imoren, die auf Zell-Zell-Wechselwirkungen 
und/oder Wechselwirkungen zwischen Zellen und der 
extrazellularen Matrix beruhen, insbesondere sol- 
cher Wechselwirkungen, die durch auf der Zell- 
Oberflache befindliche Kohlenhydrat-bindende Galec- 
tin 3-Molekule vermittelt werden. Erf ihdungsgemalS 
ist vorgesehe.n, dass das pharmazeutische Praparat 
zur Reduzierung des Tumorwachstums und/oder zur Re- 
duzierung der • Metastasenbildung eingesetzt werden 
kann, wobei das erf indungsgemafte pharmazeutische 
Praparat insbesondere die Adhasion von Tumorzellen 
verhindert und/oder das Invasionspotential von Tu- 
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morzellen reduziert. Vorzugsweise wird das erfin- 
dungsgemalie pharmazeutische Praparat oral verab- 
reicht . 

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls ein 
5 Verfahren zur Blockierung der Anlagerung von schSd- 
lichen, insbesondere pathogenen Substanzen oder Or- 
ganismen an Zellen eines menschlichen oder Sauge- 
tierJcorpers, iimfassend die Verabreichung der erfin- 
dungsgem^ft hergestellten Pektinhydrolyseprodukte an 

10 einen Menschen oder ein S^ugetier in einer Menge, 
die ausreicht, die Anlagerung der schadlichen Sub- 
stanzen Oder Organismen an Saugerzellen zu blockie- 
ren und die Entstehung einer Infektion zu verhin- 
dern. Vorzugsweise werden die erf indungsgemafi her- 

15 gestellten Pektinhydrolyseprodukte oral verab- 
reicht . 

Die Erfindung betrifft ebenfalls ein Verfahren zur 
Hemmung von Zell-Zell-Wechselwirkungen und/oder 
Wechselwirkungen zwischen Zellen und der extrazel- 

20 lularen Matrix^ die durch auf . der Zelloberf lache 
befindliche Kohlenhydrat-bindende Galectin-3- 
Molektlle vermittelt werden und far die Entwicklung 
humaner oder Saugetier-Erkrankungen, insbesondere 
die vorstehend genannten Tuinorerkrankungen verant- 

25 wortlich sind, umfassend die Verabreichung der er~ 
f indungsgemaB hergestellten Pektinhydrolyseprodukte 
an einen Menschen oder ein Saugetier mit einer Tu- 
morerkrankung in einer Menge, die ausreicht, Galec- 
tin-3-vermittelte Zell-Zell- und/oder Zell-Matrix- 

30 Wechselwirkungen zu reduzieren und/oder zu heimtien, 
Vorzugsweise .werden die erf indungsgemafi hergesteli- " 
ten Pektinhydrolyseprodukte oral. verabreicht • * " 
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Die vorliegende Erfindung betrifft auch pharmazeu- 
tische Praparate, die die erf indungsgemaUen Pektin-- 
hydrolyseprodukte in pharmazeutisch oder therapeu- 
tisch wirksamen Mengen enthalten. Im Zusarmnenhang 
5 mit der vofliegenden. Erfindung wird unter einem 
^pharmazeutischen Prfiparat"' ein zu diagnostischen, 
therapeutischen und/oder prophylaktischen Zwecken 
verwendetes Gemisch verstanden, das die erfindungs- 
gemaJien Pektinhydrolyseprodukte als Wirkstoffe in 

10 einer bei einem Patienten oder einem Saugetier gut 
applizierbaren Form enthalt. Das pharmazeutische 
Praparat kann sowohl ein festes als auch ein flus- 
siges Gemisch sein. „In pharmazeutisch oder thera- 
peutisch wirksamen Mengen'^ bedeutet, dass die in 

15 dem pharmazeutischen Praparat enthaltenen Wirkstof- 
fe in einer Dosis enthalten sind, die ausreicht, 
den Ausbruch einer Erkrankung, beispielsweise einer 
Infektionskrankheit oder einer Tumorerkrankung zu 
verhindern, den Zustand einer derartigen Erkrankung 

20 zu heilen, die Progression einer solchen Erkrankung 
zu stoppen und/oder die Symptome einer solchen Er- 
krankung zu lindern. Die erf indungsgemaJien pharma- 
zeutischen Praparate weisen zusatzlich zu den er- 
findung sgemSfi en Pektinhydrolyseprodukten in bevor- 

25 zugter Ausf uhrungsf orm phainmazeutische vertragliche 
TrSger sowie gegebenenf alls VerdUnnungsmittel, 
Trennmittel, Gleitmittel, Hilfsstoffe, Fullstoffe, 
StiBsto'f fe, Aromastoffe, . Farbstof fe, Geschmacksstof- 
fe Oder andere pharmazeutisch wirksame Substanzen 

30 auf. ■ 

In den erf indungsgemali vorgesehenen diatetischen 
PrSparaten werden die Pektinhydrolyseprodukte eben- 
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falls in einer pharmazeutisch wirksamen Menge ein- 
gesetzt . 

Weitere bevorzugte Ausf Uhrungsf ormen sind in den 
Unteranspriichen aufgefOhrt. 

5 Die Erfindung wird mit Hilfe der folgenden Beispie- 
le naher erlautert. 

Belsplel 1: 

2u 1 1 einer Citruspektinl5sung (30 g hochverester- 
tes Pektin in 1 1 Wasser) wurde 0,3 ml einer Pek- 

10 tinlyase (zum Beispiel . Rohapect PTE von Rohm) zuge- 
geben und die LGsung unter Riihren bei .pH 5,0 und 
45 ''C fur 2 Stunden inkubiert. Dann wurden 0,75 ml 
einer Endopolygalakturonase (zum Beispiel Pectinase 
PL von Amano) hinzugefugt und bei unveranderten Re- 

15 aktionsbedingungen fiir weitere 3 Stunden inkubiert. 
Dann wurden die Enzyme durch Erhitzung auf 95**C in- 
aktiviert. Der unl5sliche Hackstand wurde durch 
Zentrifugation entfernt, die klare Losung zur 
Trockne eingedampft und der erhaltene Feststoff ge- 

20 wogen. Die Auswaage betrug 25,8 g (entsprechend ei- 
ner Ausbeute von 75,6 % bezogen auf den eingesetz- 
ten Rohstoff ) . 

Das erhaltene Produkt wurde nach allgemein bekann- 
ten Analysemethoden untersucht und dafur folgende 
25 Zusammensetzung f estgestellt : 
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Kohlenhydrate DP 1 

Galakturonide 
davon ungesattigte 
(angenommener mittl. DP= 



4,5) 



46,0 % 



3,6 
83,9 



% 



% 



5 



DP 2 - 10 



80,4 % 
16,0 % 
72,0 % 



DP > 10 



10 



Veresterungsgrad 
Salzgehalt 
Rohprotein 
Wassergehalt 



3,0 
1,7 
4,6 



% 



% 



% 



Belspxel 2 : 

Zu 1 1 einer CitruspektinlSsung (30 g hochverester- 
tes Pektin in 1 1 Wasser) wurde 0,3 ml einer Pek- 
tinlyase (zvun Beispiel Rohapect PTE von Rohm) zuge- 

15 geben und die Losung unter Ruhren bei pH 5,0 und 
4 5 °C fur 2 Stunden inkubiert, Dann wurden 0,7 5 ml 
einer Endopolygalakturonase (zum Beispiel Pectinase 
PL von Amano) hinzugefugt und bei unveranderten Re- 
aktionsbedingungen fur weitere 3 Stunden inkubiert. 

20 Dann wurden die Enzyme durch Erhitzung auf 95 °C in- 
aktiviert. 

Der uhlosliche Ruckstand wurde durch Zentrif ugation 
entfernt und die klare Losung wurde ultraf iltriert 
(cut-off 10.000). Das Permeat wurde getrocknet und 
25 ergab 22,8 g Feststoff (Ausbeute 66,8 % bezogen auf 
den eingesetzten Rohstoff ) . 
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Kohlenhydrate DP 1 

Galakturonide 
davon ungesattigte 
(angenonmiener mittl. DP = 4,5) 



36,5 % 



3,0 % 
84,1 % 



5 



DP 2 - 10 



93,0 % 
4,0 % 
72,0 % 



DP > 10 



10 



Veresterungsgrad 
Salzgehalt 
Rohprotein 
Wassergehalt 



6,7 % 

1.3 % 

4.4 % 



Belspxel 3 

Zu 1 1 einer Citruspektinlosung (30 g hochverester- 
tes Pektin in 1 1 Wasser) wurde 0,3 ml einer Pek- 
tinlyase (zum Beispiel Rohapect PTE von Rohm) zuge- 

15 geben und die Losung unter ROhren bei pH 5,0 und 
45°C fur 2 . Stunden inkubiert. Dann wurden 0,75 ml 
einer Endopolygalakturonase (zum Beispiel Pectinase 
. PL von Amano) hinzugefUgt und bei unveranderten Re- 
aktionsbedingungen far weitere 3 Stunden inkubiert. 

20 Danach wurden 0,5 ml einer Pektinesterase. (zum Bei- 
spiel Rheozyme von Novo Nordisk) hinzugefUgt und 
ftir weitere 45 Minuten inkubiert. Dann wurden die 
Enzyme durch Erhitzung auf SS^'C inaktiviert. Der 
unl^Jsliche RUckstand wurde durch Zentrif ugation 

25 entfernt, die klare Losung zur Trockne eingedampft. 

Das erhaltene Produkt wurde nach allgemein bekann- 
ten Analysemethoden untersucht- Es wurde abweichend 
vom Beispiel 1 ein Veresterungsgrad von 35 % fest- 
gestellt. 
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Belspiel 4: 

Getrocknete Orangenschalen oder Citrus-Pellets war- 
den auf eine PartikelgroBe von ca. 1-5 mm zerklei- 
nert und davon 100 g in 400 ml Wasser eingeruhrt 
5 und aufquellen gelassen. Dann wurde konzentrierte 
SalpetersSure (10 g) hinzugefUgt und die Suspension 
auf 85**C erwarmt und bei dieser Temperatur fur 1,5 
Stunden geriihrt. Dann wurde auf 45 °C abgekuhlt, der 
pH-Wert mit NaOH auf 4,5 angehoben und nach Zugabe 

10 von 0,3 ml einer Pektinlyase (zum Beispiel Rohapect 
PTE von Rohm) fiir 2 Stunden inkubiert. Dann wurden 
0,7 5 ml einer Endopolygalakturonase (zum Beispiel 
Pectinase PL von Amano) hinzugefiigt und bei unver- 
anderten Reaktionsbedingungen fur weitere 3 Stunden 

15 inkubiert. Dann wurden die Enzyme durch Erhitzung 
auf SS^'C inaktiviert, auf konzentriert und die Sus- 
pension an einem Walzentrockner getrocknet, 

Beispxel 5 : 

Getrocknete Orangenschalen oder Citrus-Pellets wur- 
20 den auf eine Partikelgrdfie von ca. 1-5 mm zerklei- 
nert und davon 100 g in 400 ml Wasser eingeriihrt 
und aufquellen gelassen. Dann wurde konzentrierte 
HCl (8 g) hinzugefUgt und die Suspension auf 85 ""C 
erwarmt und bei dieser Temperatur far 1,5 Stunden 
25 geriihrt. Dann wurde auf 45 ""C abgekiihlt, der pH-Wert 
mit NaOH auf 4,5 angehoben und nach Zugabe von 0,3 
ml einer Pektinlyase (zum Beispiel Rohapect PTE von 
Rohm) far 2 Stunden inkubiert. Dann wurden 0,75 ml 
-einer Endopolygalakturonase (zum Beispiel Pectinase 
30 PL von Amano) hinzugefugt und bei unveranderten Re- 
aktionsbedingungen fur weitere 3 Stunden inkubiert. 
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Dann warden die Enzyme durch Erhitzung auf DS'^C in- 
aktiviert, auf konzentriert und die Suspension an 
einem Walzentrockner getrocknet. 

Bel spiel 6 : 

5 Verhinderung der Adhasion von pathogenen Keiitien in 
huitianen Epithelzellen 

Fur diesen Test wurden menschliche Uroepithelzel- 
len, gewonnen durch Zentrif ugation aus dem Morgen- 
harn sowie* je zwei St&mne von Staphylococcus aureus 
10 und E. coli, jeweils als Suspension mit 10^ Kei- 
men/mL eingesetzt. 

Testdurchfuhrung 

Epithelzellen und Keimsuspension wurden zusamnien 
bei 37 °C fiir 30 Minuten inkubiert. Dann wurden die * 

15 Epithelzellen von den nicht adharenten Keimen durch 
Membranfiltration (Sp) abgetrennt. Die Filter wur- 
den mehrfach gewaschen, in physiologische Kochsalz- 
losung eingebracht und die Epithelzellen darin sus- 
pendiert. Nach Zentrif ugation der Suspension in 

20 Kochsalzia.sung wurde das Pellet auf Objekttrager 
aufgetragen, und* nach May-Griinwald und Giemsa ge- 
farbt. Die Anzahl der an 50 Epithelzellen anhaf ten- 
den Keime wurde gezahlt. Die Zahl ergab den Leer- 
wert. Als Kontrolle dienten Epithelzellen ohne Zu- 

25 gabe einer Keimsuspension. 

In dem. Hauptversuch wurden Epithelzellen zunachst 
mit unterschiedlich konzentrierten wassrigen Losun- 
gen aus erf indungsgemSli hergestellten (entsprechend 
BeiSpiel 1) Pektinhydrolyseprodukten fiir 1, 2 be- 
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ziehungsweise 3 Stunden inkubiert. Dann wurden sie 
mit der Keimsuspension zusammengebracht und wie o- 
ben beschrieben weiterbehandelt . Die Zahlung der 
anhaftenden Keime an 50 Epithelzellen ergab den 
5 Messwert, 

Ergebnis 

Bei den als Vergleich eingesetzten "neutralen" Koh- 
lenhydraten wie zuiti Beispiel Raffinose, Nystose und 
Isomelezitose v/urde keine Verminderung der Keiman- 
10 lagerung an den Epithelzellen f estgestellt . Mit den 
erfindungsgemaiien Pektinhydrolyseprodukten wurde 
die Adhasion aller geprUfter Mikroorganismen fast 
vollstandig (Blockierung: >95%) verhindert. 

Beispxel 7: 

15 1/5 g des in Beispiel 2 gewonnenen getrockneten 
Permeates wurden in 100, ml 50 mM Na-Acetat-L5sung, 
pH-Wert 5,0, gelost und anschlielJend iiber eine Sau- 
le {2,6 X 30 cm), die mit dem Anionenaustauscher 
AG 1 X2 (Fa. BioRad) geftillt und mit 50 mM Na- 

20 Acetat-Losung, pH-Wert 5,0, aquilibriert worden 
war, gegeben. Der Vorlauf aus der Saule wurde mit- 
tels HPAEC (Highperf ormance anion exchange chroma- 
tography) analysiert sowie mittels 1 N HCl bei 95 °C 
fur eine Stunde hydrolysiert . 

25 Ergebnis: 

Im Vergleich mit Raftiline (Fa. Orafti) als Stan- 
dard wiesen die von der S^ule eluierten Oligosac- 
charide einen DP-Verteilung von 2 - 12 auf. 
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Die Analyse der Hydrolysate mittels eines Zucker- 
analysators (Fa. Biotronik) ergab an Monosacchari- 
den vornehmlich Galactose (70 %) , daneben Arabinose 
(23 %) sowie Spuren an Glucose und Mannose. Insge- 
5 samt wurden 8^3 % der Galacturonide-haltigen Pro- 
dukte als neutralzuckerhaltige Oligosaccharide im 
Vorlauf erhalten. 

Belspiel 8: 

Wachstum von Colonkarzinom-Zelllinien auf extrazel- 
10 lularer Matrix (ECM) in Gegenwart von Pektinhydro- 
lysat 

Die humanen Colonkarzinom-Zelllinien HT-29 bezie- 
hungsweise Caco-2 wurden in einer Zelldichte von 
1 X 10* Zellen/ml auf 15 mm-Petrischalen ausgesat 

15 und im Medium RPMI 1640 + 10 % fotalem Kalberserum 
(FCS) (HT-29) beziehungsweise MEM + 10 % FCS (Caco- 
2) bei 37''C unter einer 5 % CO2 enthaltenden Atmo- 
sphere kultiviert. Die Zellen wurden 1 bis 2 Tage 
bis zur Konfluenz wachsen gelassen. AnschlieBend 

20 wurden die Schalen einmal mit PBS gewaschen, dann 
mit PBS und 0,5 % Triton X-100 30 min bei Raumtem- 
peratur auf einer Schiittelvorrichtung inkubiert und 
danach 3x mit PBS gewaschen. AnschlieBend • wurden 
die vorstehend beschriebenen Zelllinien wiederum 

25 auf den Schalen mit den so prSparierten ECM- 
Schichten ausgesat. Der Einfluss von Pektinhydroly- 
sat auf das Zellwachstum wurde durch Messung der 
Zellzahl bestimmt. Dazu. wurden die Zellen nach 
.48 Stunden mittels Trypsin/EDTA-Losung in HBSS wie- 

30 • der abgelost (10 min) und in PBS-Losung gewaschen. 
AnschlieBend wurde die Anzahl lebender Zellen- durch 
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Farben mit Tryphanblau-Losung (650 mg Tryphanblau 
in 400 ml 0,9 % NaCl, 1:1 (v/v) ) in einer Neubauer- 
Zahlkaitimer bestimmt. Zur Kontrolle wurden Experi- 
mente mit Glucose durchgef lihrt . Die Ergebnisse sind 
5 in Tabelle 1 gezeigt. 

Aus Tabelle 1 geht hervor, dass Glucose keinen Ein- 
fluss auf das Wachstum der Zelllinien HT 29 und Ca- 
co-2 ausiibte, wahrend Pektinhydrolysat das Wachstum 
der Zellen in Abhangigkeit von der eingesetzten 
10 Konzentration um bis zu 75% reduzierte, 

Tabelle 1 





Reduktion des Zell-Wachstums 




HT 29 


Caco-2 


Kon z ent ration 


Pektinhydrolysat 


Glucose 


Pektinhydrolysat 


Glucose 


0,01 % 


30 % 


0 % 


25 % 


0 % 


0,1 % 


45 % 


1 % . 


43 % 


0 % 


1,0 % 


. 75 % . 


0 % 


70 % 


0 % 



15 
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Bexsplel 9 : 

Verminderung der Invasionskapazitat von Caco-2- 
Zellen durch Pektinhydrolysat 

Die Wirkung von Pektinhydrolysat auf die Invasions- 
5 kapazitat von Caco-2~Zellen wurde unter Verwendung 
des von Erkell und Schirrmacher beschriebenen Inva- 
sionstests (Cancer Research, 48 (1988), 6933-6937) 
untersucht- Der Test basiert auf der Wanderung von 
Zellen durch die Poren eines Nucleopore Polycarbo- 

10 nat-Filters in ein Proteingel, das verschiedene 
ECM-Proteine wie beispielsweise Collagen Typ I und 
III, Fibronektin und Laminin enthait^ auf ein Nit- 
rocellulosefilter. Die Zellen wurden gemeinsam mit 
dem Pektinhydrolysat in das Testsystem gegeben und 

15 anschlieliend wurden die durch die Proteinschicht 
gewanderten Zellen in der unteren Nitrocellulose- 
schicht quantitativ ausgewertet. Zur Kontrolle wur- 
de die Wirkung von Glucose auf die Invasionskapazi- 
tat von Caco-2-Zellen untersucht, 

20 Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tabel- 
le 2 dargestellt. Die Ergebnisse zeigen, dass das 
erf indungsgemSfie Pektinhydrolysat die Invasionska- 
pazitat von Caco-2-Zellen in Abhangigkeit von der 
eingesetzten Konzentration teilweise erheblich re- 

25 duzieren konnte, wShrend Glucose lediglich in hohe- 
• ren Konzentrationen eine geringfugige Verminderung 
der Invasionskapazitat von Caco-2-Zellen bewirkte. 
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Tabelle 2 





Verminderung der Invasionskapazitat 
von Caco-2~Zellen 


Konzentration 


Pe ktinhydr olysa t 


Glucose 


0,01 % 


30 % 


0 % 


0,1 % 


69 % 


2 % 


1,0 % 


88 % 


3 % 



Beispxel 10: 

5 Anti"Galectin-3-Antik6rperbindunq durch Pektin- 
hydrolysat 

Die Expression von Galectin-3 auf Colon- 
Karzinomzellen wurde unter Verwendung eines anti- 
Galectin-3-spezifischen monoclonalen Antikorpers 

10 (Maus-Ig) und eines entsprechenden anti-Maus-FITC- 
gekoppelten sekundaren Antikorpers mittels Irnmun- 
f lucre szenz/Durchflusscytometrie-Verfahren be- 
st inunt • Steigende Konzentrationen des Pektinhydro- 
lysates und von Glucose als Kontrolle wurden ge- 

15 meinsam itiit dem primaren Antikorper auf den Ziel- 
zellen inkubiert und anschlieBend wurde der inhi- 
bierende Einfluss der IGslichen Zuckersubstariz. auf 
die anti-Galectin-3-Bindung gemessen. 
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Der Einfluss von Pektinhydrolysat auf die anti- 
Galectin-3-Bindung ist in Tabelle 3 gezeigt. Aus 
Tabelle 3 geht hervor, dass Glucose die Bindungsre- 
aktion des monoclonalen anti-Galectin-3~Antikorpers 
5 nicht Oder lediglich geringfiigig reduziert, wahrend 
Pektinhydrolysat die Bindung des AntikOrpers in Ab- 
hangigkeit von der eingesetzten Konzentration teil- 
weise erheblich reduziert. 

Tabelle 3 





in^%^^^^^ Bindung des monoclonalen anti-Galectin-3 AntikOrpers 




HT-29 


Caco-2 


Konzentration 


Pektinhydrolysat 


Glucose 


Pektinhydrolysat 


Glucose 


0,01 % 


34 


0 


28 


0 


0,1 % 


67 


0 


63 


0 


1 % 


85 


2 


82 


0 
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5 Anspruche 

1. Verfahren zur Herstellung von Pektinhydrolyse- 
produkten, wobei ein Pektin oder pektinhaltiges 
pflanzliches Material in wassriger L5sung oder Sus- 
pension in einem ersten Verf ahrensschritt mit einem 

10 pektinhydrolysierenden Enzym A und in einem zweiten 
Verfahrensschritt mit einem pektinhydrolysierenden 
Enzym B behandelt wird, wobei Pektinhydrolysepro- 
dukte erhalten werden mit einem Anteil an Galaktu- 
roniden, die zumindest ein 4 , 5-ungesattigtes Galak- 

15 turonsSiiremolekai enthalten und mit Methanol zu 
>20% verestert sind. 

2. Verfahren zur Herstellung von Pektinhydrolyse- 
produkten nach Anspruch 1, wobei die aus dem zwei- 
ten Verfahrensschritt erhaltenen fliissigen Hydroly- 

20 seprodukte in einem dritten Verfahrensschritt mit 
einem Enzym C behandelt werden. 

3. Verfahren zur Herstellung von Pektinhydrolyse- 
produkten nach Anspruch 1 oder 2, wobei die aus dem 
zweiten oder dritten Verfahrensschritt erhaltenen 

25 flussigen Hydrolyseprodukte durch Filtration 
und/oder Zentrif ugation yon unloslichen Bestandtei- 
len befreit und in trockene Form uberfiihrt werden. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, da- 
durch gekennzelchnet, dass es sich bei dem einge- 
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setzten Pektin urn Citruspektin, Apfelpektin oder 
Zuckerrtlbenpektin handelt . 

5. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 4, da- 
durch gekennzexdmet, dass es sich bei dem pektin- 
haltigen Material um Zuckerrvibenschnitzel, 
Apfeltrester oder getrocknete RflckstSnde aus der 
Orangensaft-, Zitronensaf t- und/oder Limonensaft- 
Herstellung handelt. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, dass es sich bei dem Enzym A 
um eine Endopolygalakturonase oder eine Pektinlyase 
(EC 4.2.2.10) handelt. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, da- 
durch crekennzeichnet, dass es sich bei dem Enzym B 

15 um eine Endopolygalakturonase (EC 3.2.1.15) oder 
eine Pektinlyase handelt. 

8. Verfahren nach einem der Arispriiche 2 bis 7, da- 
durch gekennzeichnet, dass es sich bei dem Enzym C 
um eine Pektinesterase (EC 3.1.1.11) handelt. 



10 



20 



9. Pektinhydrolyseprodukte, herstellbar nach einem 
der Verfahren gemSB einem der Ansprtlche 1 bis 8. 



10. Pharmazeutisches oder diatetisches PrSparat, 
enthaltend ein Pektinhydrolyseprodukt nach Anspruch 
9 gegebenenfalls zusammen mit einem pharmazeutisch 

25 vertraglichen TrSger. 

11. Verwendung der Pektinhydrolyseprodukte herge- 
stellt nach einem der Verfahren nach einem der An- 
sprUche 1 bis 8 ftlr die Herstellung eines pharma- 
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zeutischen Praparates zur Blockierung der Anlage- 
rung von schadlichen Substanzen oder Organismen an 
Saugerzellen, insbesondere zur Inf ektionsbekamp- 
fung. 

5 12. Verwendung eines Pektinhydrolyseproduktes her- 
gestellt nach einem der Verfahren nach einem der 
Ansprtiche 1 bis 8 zur Blockierung der Anlagerung 
von schadlichen Substanzen oder Organismen an Sau- 
gerzellen, insbesondere zur Inf ektionsbekampf ung . 

10 13. Verwendung der Pektinhydrolyseprodukte herge- 
stellt nach einem der Verfahren nach einem der An- 
sprtiche 1 bis 8 als Bestandteil von fUr die mensch- 
liche Ernahrung bestimmter Nahrungsmitteln. 

14 . Verwendung der Pektinhydrolyseprodukte herge- 
15 stellt nach einem der Verfahren nach einem der An- 
sprtiche 1 bis 8 als Tierf utterbestandteil. 

15. Verwendung der Pektinhydrolyseprodukte herge- 
stellt nach einem Verfahren nach einem der Ansprii- 
che 1 bis 8 zur Hemmung von Zell-Zell- 

. 20 Wechselwirkungen und/oder Wechselwirkungen zwischen 
Zellen und der extrazellularen Matrix bei einem 
Menschen oder einem saugetier. 

16. Verwendung nach Anspruch 15, wobei die Zell- 
Zell- und/oder Zell-Matrix-Wechselwirkungen durch 

25 auf der Zelloberf lache befindliche Kohlenhydrat- 
bindende Galectin 3-Molekule vermittelt werden. 

17. Verwendung nach Anspruch 15 oder 16, wobei die 
Zellen Tumorzellen sind und die Zell-Zell- und/oder 
Zell-Matrix-Wechselwirkungen fiir die Entwicklung 
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von humanen oder Saugetier-Tumorerkrankungen ver- 
antwortlich sind. 

18. Verwendung nach einem der Anspriiche 15 bis 17, 
wobei die Tumorerkrankungen Prostata-Karzinome, 

5 Nieren-Karzinome, Kaposi- Sarkome, Verlauf sf ormen 
von chronischer Leukamie, Mamma karzinome. Mamma- 
Adenokarzinome, Sarkome, Ovarialkarzinome, Rektum- 
karzinome, Rachenkarzinome, Melanome, Dunndarmtumo- 
re, Dickdarmkarzinome, Blasentumore, Mastozytome, 
10 Lungenkarzinome, Bronchial karzinome, Rachen- 

Plattenepithelkarzinome, Gastrointestinalkarzinome 
und/oder Magentumore sind. 

19. Verwendung nach einem der Anspruche 15 bis 18, 
wobei die Pektinhydrolysate die Adhasion von Tumor- 

15 zellen. hemmen und/oder das Invasionspotential me- 
tastasierender Tumorzellen reduzieren. 

20. Verwendung der Pektinhydrolyseprodukte herge- 
stellt nach einem Verfahren nach einem der Anspru- 
che 1 bis 8 zur Behandlung von Tumorerkrankungen 

20 eines Menschen oder eines SSugetiers. 

21. Verwendung nach Anspruch 20, wobei die Tumorer- 
krankungen auf Zell-Zell-Wechselwirkungen und/oder 
Wechselwirkungen zwischen Zellen und der extrazel- 
lulSren Matrix basieren. 

25 22. Verwendung nach Anspruch 20 oder 21, wobei die 
Zell-Zell- und/oder Zell-Matrix-Wechselwirkungen 
durch auf der Zelloberf lache befindliche Kohlenhyd- 
rat-bindende .Galectin 3-Molekule vermittelt werden: 
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23. Verwendung nach einem der Ansprtiche 20 bis 22, 
wobei die Tumorerkrankungen Prostata-Karzinome, 
Nieren-Karzinome, Kaposi-Sarkome, Verlauf sf ormen 
von chronischer Leukamie, Mamma karzinome, Mairana- 

5 Adenokarzinome, Sarkome, Ovarialkarzinomer Rektumr 
karzinome, Rachenkarzinome, Melanome, Danndarmtumo- 
re, Dickdarmkarzinome, Blasentumore, Mastozytome/ 
Lungenkarzinome, Bronchialkarzinome, Rachen- 
Plattenepithelkarzinome, Gastrointestinalkarzinome 
10 und/oder Magentumore sind. 

24. Verwendung nach einem der Ansprtiche 20 bis 23, 
wobei die Pektinhydrolysate die Adhasion von Tumor- 
zellen heiranen und/oder das Invasionspotential me- 
tastasierender Tumorzellen reduzieren. 

15 25. Verwendung der Pektinhydrolyseprodukte herge- 
stellt nach einem der Verfahren nach einem der An- 
sprtiche 1 bis 8 zur Herstellung eines pharmazeuti- 
schen Praparates zur Heramung von Zell-Zell- 
Wechselwirkungen und/oder Wechselwirkungen zwischen 

20 Zellen und der extrazellularen Matrix bei einem 
■ Menschen oder einem SSugetier. 

26. Verwendung nach Anspruch 25, wobei die Zell- 
Zell- und/oder Zell-Matrix-Wechselwirkungen durch 
auf der Zelloberf lache befindliche Kohlenhydrat- 

25 bindende Galectin 3-Molekule vermittelt werden. 

27. Verwendung nach Anspruch 25 oder 26, wobei die 
Zellen Tumorzellen sind und die Zell-Zell- und/oder 
Zell-Matrix-Wechselwirkungen fiir die Entwicklung 
von humanen oder SSugetier-Tumorerkrankungen ver- 

30 ' antwortlich sind. 
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28. Verwendung nach einem der Anspriiche 25 bis 21, 
wobei die Tximorerkrankungen Prostata-Karzinome, 
Nieren-Karzinome, Kaposi-Sarkome, Verlauf sformen 
von chronischer Leukamie, Mammakarzinome, Mamma- 

5 Adenokarzinome, Sarkome, Ovarialkarzinome, Rektum- 
karzinome, Rachenkarzinome, Melanome, Dunndarmtiamo- 
re, Dickdarmkarzinome^ Blasentumore, Mastozytome, 
Lungenkarzinome, Bronchial karzinome, Rachen- 

Plattenepithelkarzinome, Gastrointestinal karzinome 
10 und/oder Magentumore sind. 

29. Verwendung nach einem der Anspriiche 25 bis 28, 
wobei die Pektinhydrolysate die Adhasion von Tximor- 
zellen hemmen und/oder das Invasionspotential me- 
tastasierender Tumor zellen reduzieren. 

15 30. Verwendung nach einem der Anspriiche 25 bis 29, 
wobei das pharmazeutische Praparat oral verabreicht 
wird. 

31. Verwendung der Pektinhydrolyseprodukte herge- 
stellt nach einem der Verfahren nach einem der An- 

20 spruche 1 bis 8 zur Herstellung eines pharmazeuti- 
• schen Praparates zur Behandlung von Tumorerkrankun- 
gen eines Menschen oder eines SSugetiers . 

32. Verwendung nach Anspruch 31, wobei die Tumorer- 
krankungen auf Zell-Zell-Wechselwirkungen und/oder 

25 Wechselwirkungen zwischen Zellen und der extrazel- 
luiaren Matrix basieren. 

33. Verwendung nach Anspruch 31 oder 32, wobei die 
Zell-Zell-- und/oder Zell-Matrix-Wechselwirkungen 
durch auf der Zelloberf lache befindliche Kohlenhyd-. 

30 • rat-bindende Galectih 3-Molekule vermittelt werden. 
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34. Verwendung nach einem der Anspriiche 31 bis 33, 
wobei die Tumor erkr an kungen Prostata-Karzinome' 
Nieren-Karzinome, Kaposi-Sarkome, Verlauf sf ormen 
von chronischer LeukSmie, Mamma karzinome, Mamma- 

5 Adeno karzinome, Sarkome, Ovarial karzinome, Rektum- 
karzinome, Rachenkarzinome, Melanome, Dtinndarratumo- 
re, Dickdarmkarzinome, Blasentumore, Mastozytome, 
Lungenkarzinome, Bronchial karzinome, Rachen- 

Plattenepithel karzinome, Gastrointestinalkarzinome 
10 und/oder Magentximore sind. 

35. Verwendung nach einem der Ansprilche 31 bis 34, 
wobei das pharmazeutische PrSparat zur Reduzierung 
des Tumorwachstums, insbesondere zur Hemmung der 
Adhasion von Tumorzellen eingesetzt wird. 

15 36. Verwendung nach einem der AnsprQche 31 bis 35, 
wobei das pharmazeutische Praparat zur Reduzierung 
der Metastasenbildung, insbesondere zur Reduzierung 
des Invasionspotentials von Tumorzellen eingesetzt 
wird. 

20 37. Verwendung nach einem der Anspriiche 31 bis 36, 
wobei das pharmazeutische Praparat oral verabreicht 
wird. 

38. Verfahren zur Blockierung der Anlagerung von 
schadlichen Substanzen oder Organismen an Zellen 

25 eines menschlichen oder Saugetierk5rpers, umfassend 
die Verabreichung der Pektinhydrolyseprodukte her- 
gestellt nach einem der Ansprtlche 1 bis 8 an einen 
Menschen oder ein Saugetier in einer Menge, die 
ausreicht, die Anlagerung von schadlichen Substan- 

30 zen oder Organismen an Saugerzellen . zu blockieren 
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und insbesondere die Entwicklung einer Infektions- 
kranlcheit zu verhindern. 

39. Verfahren nach Tknspruch 38, wobei die Pektin- 
hydrolyseprodukte oral verabreicht warden. 

5 40. Verfahren zur Heinmung von Zell-Zell- 
Wechselwirkungen und/oder von Wechselwirkungen zwi- 
schen Zellen und der extrazellularen Matrix, die 
durch auf der Zelloberf lache befindliche Kohlenhyd- 
rat-bindende Galectin 3-Molekule vermittelt werden 

10 und flir die Entwicklung humaner oder Saugetier- 
Erkrankungen, insbesondere Tumor erkrankungen, ver- 
antwortlich sind, umfassend die Verabreichung der 
Pektinhydrolyseprodukte hergestellt nach einem der 
Anspriiche 1 bis 8 an einen Menschen oder ein SSuge- 

15 tier mit einer Tumorerkrankung in einer Menge, die 
ausreicht, die Galectin B^vermittelten Zell-Zell- 
und/oder Zell-Matrix-Wechselwirkungen zu reduzieren 
und/oder zu heminen. 

41. Verfahren nach Anspruch 40, wobei die Pektin- 
20 hydrolyseprodukte oral verabreicht werden. 
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